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摘要! 为开发更多的适用于禾本科
F:.9?.?

植物通用性分子标记! 丰富竹类植物的遗传信息! 依据禾本科单拷贝同

源基因%

678!

&已知序列的保守区域设计了
#'

对引物! 以此引物对刚竹属
9*5''"34&:*53

植物进行聚合酶链式反应

%

FGH

&扩增! 并对部分扩增产物进行测序' 结果所有引物可以在至少
#

个材料中得到特异性扩增! 其中
+

对引物在

)

个供试材料中均能扩增到产物!

#$

对引物在
)

个样本中表现出多态性! 占引物总数的
(!8(I

' 对部分扩增产物进

行测序! 所测序列均为特异性扩增序列' 同一引物在不同样本中的扩增片段间存在单核苷酸多态性"

JKF

&位点! 部

分
JKF

位点会导致氨基酸序列提前终止或酶切位点变化' 对有合适内切酶存在的变异位点进行
FGH!HLMF

验证!

验证结果与测序结果一致' 利用
KNEOE !8#%?

软件! 对
)

个供试竹种材料进行了亲缘关系分析! 毛竹
9*5''"34&:*53

+;#'-3

与绿粉竹
9*5''"34&:*53 2-$;-.'&#:+3:+%3

亲缘关系最近
P

紫竹
9*5''"34&:*53 %-.$&

与其他
'

个竹种亲缘关系最远'

所开发的
&'

个
GQJ!

引物在刚竹属植物中具一定通用性! 同时挖掘出更多竹类植物中的遗传信息' 图
'

表
'

参
!!

关键词! 植物学( 竹类植物( 通用性分子标记( 单拷贝同源基因%

678!

&( 单核苷酸多态%

JKF

&(

FGH!HLMF

中图分类号!

J+&A8'7
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#
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#

FGH

&
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.99?EE/:2E8 R0E:P FU/-?U # .2@ FU/-?U ! a?U? 5E?@ V: E?<5?29? _.UVE :> VX? .-_0/>/?@ _U:@59VEP .2@ E/230? 25!

90?:V/@? _:0O-:U_X/E-E

#

JKF

&

E/V?E a?U? T.0/@.V?@ a/VX VX? FGH!U?EVU/9V/:2 >U.3-?2V 0?23VX _:0O-:U_X/E-

#

HLMF
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V?EV?@ E.-_0?E a/VX #$
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(!8(I
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"

!"# $%&'() 1%0*46= >*$1)-%/7'*'= 0+*4-2'+*1/&/06 $%&'()&*+ $*+,'+-= -/45&'!(%36 %+08%&%5%)- 5'4'-= -/45&' 4)!

(&'%0/7' 3%&6$%+38/-$

#

?@A

$

= A:B!BCDA

竹类植物属单子叶禾本科
A%*('*'

植物% 具重要的经济价值& 全世界木本竹类有
EF

多属
" <FF

余

种!

"

"

& 中国是竹类资源最丰富的国家% 素有 '竹子王国( 之称!

<

"

& 虽然已对毛竹
!"#$$%&'*)"#& +,-$.&

基因

组进行了测序!

!

"

% 但关于竹类植物的研究仍集中在分子标记的开发与应用% 功能基因的分离与生物学功

能鉴定及高通量的转录组测序等!

#"G

"

& 目前% 竹类植物中所开发的分子标记基本以未知序列为主% 如随机

扩增多态性
H@I

#

+*47%$ *$3&/2/'7 3%&6$%+38/-$ H@I

%

BIAH

)% 限制性片段长度多态性#

+'-0+/(0/%4 2+*5$'40

&'4508 3%&6$%+38/-$; BCDA

)% 扩增片段长度多态性#

*$3&/2/'7 2+*5$'40 &'4508 3%&6$%+38/-$; ICDA

)等!

#

"

% 因

此% 开发出功能基因的分子标记用于比较基因组学及竹类植物中功能基因的挖掘日益重要& 在许多植物

类群的研究中% 低拷贝的核内基因相比能提供更多的信息位点% 具备更强的优势 !

J""<

"

&

K)

等 !

"!

"首次基

于茄科
?%&*4*('*'

植物开发出单拷贝直系同源基因#

-/45&'!(%36 %+08%&%5%)- 5'4'-

%

/01!

)分子标记% 并

成功用于茄科植物间的同线性研究!

"#""L

"

& 该标记是基于核基因内保守的直系同源基因开发出来的一种新

型分子标记% 操作简单* 费用低& 一般来说%

:M?

标记位点都位于编码区% 通常涉及的基因是编码生命

必需的酶* 辅酶或关键性调控蛋白的基因% 具有很高的保守性&

:M?

标记的开发对于比较作图% 线性同

向序列分析% 系统发生学和分子进化等方面的研究具有重要意义!

"N

"

& 禾本科是种子植物中最有经济价值

的& 该科中水稻
23#4* &*'.5*

% 高粱
1%36"-7 8.)%$%3

和玉米
9+* 7*#&

等的基因组序列相继公布% 基于这

些基因组序列%

D/)

等!

"E

"共鉴定出
<ONG#

个
:21!

基因% 并开发出
" FE<

个
:M?!

分子标记% 该标记在

竹类植物中具有较好的通用性& 毛竹基因组序列虽已测序% 但仍有部分基因未能获得& 因此% 为开发更

多的适用于禾本科植物通用性分子标记% 丰富竹类植物的遗传信息% 我们采用同样的方法开发了
"#

对

:M?!

引物% 在刚竹属
;"#$$%&'*)"#&

植物中进行了检测% 对部分扩增结果进行了测序% 并对其单核苷酸

多态性#

-/45&' 4)(&'%0/7' 3%&6$%+38/-$

%

?@A

)位点进行了分析和验证&

"

材料与方法

*+*

供试材料及试剂

选取竹亚科
>*$1)-%/7'*'

的
L

个竹种进行试验#表
"

)& 供试材料都采自浙江农林大学翠竹园& 竹叶

采集时间为
<F"<

年
#

月% 所采集的样本均通过形态学鉴定% 采集后用液氮速冻% 放入
"EF #

冰箱保存&

大肠埃希菌菌株
<&)"+3.)".( )%$. HP!L"

和质粒回收试剂盒购自于生工生物工程#上海)有限公司& 载体*

聚合酶链式反应#

A:B

)试剂均购自宝生物工程#大连)有限公司& 胶回收试剂盒购自北京鼎国昌盛生物技

术有限责任公司&

*+,

方法

"9<9"

叶片总
B@I

及基因组
H@I

提取 采用

十六烷基三甲基溴化铵#

:QI>

)法提取
L

个竹种

叶片基因组
H@I

!

"G

"

&

"9<9< /2=!

引物设计 参照
D/)

等 !

"E

"的方法%

基于禾本科植物中
/2=!

基因序列设计了
"#

对引物 % 引物序列及其在水稻中序列号如

表
<

&

*+-

基因组
./0

提取!

123

扩增

取各竹种叶片约
<9F 5

% 采用改良
:QI>

法提取叶片总
H@I

&

A:B

反应体系总体积为
"F9F #D

% 其中

含
LF 45

模板
H@I

+ 上游* 下游引物各
F9L #$%&

,

D

""

+

<FF9F #$%&

,

D

"" 三磷酸碱基脱氧核苷酸#

7@QA

)+

"9F #$%&

,

D

""

>(? H@I

聚合酶+

"9F #D "F$A:B

反应缓冲液#内含氯化镁)& 采用降落
A:B

技术% 反应条

件为-

J# #

预变性
L $/4

+

J# #

变性
!F -

%

LJ #

退火
!F -

#递减
F9! #

,循环""

)%

E< #

延伸
" $/4

%

"F

个

表
*

供试样本材料

Q*1&' " ?*$3&'- )-'7 /4 08' -0)76

编号 样本竹种

"

黄秆乌哺鸡竹
;"#$$%&'()"#& 5.5(@ 29 (-3+%)(-$.&

<

雷竹
;"A 5.%$*&)+B&

!

毛竹
;"A +,-$.&

#

绿粉竹
;"A 5.3,.6$(-)+&)+B&

L

紫竹
;"A B.63(
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循环!

'$ !

变性
(& )

"

** !

退火
(" )

"

+! !

延伸
, -./

"

,&

个循环!

+! !

延伸
* -./

# 组合至少重复
!

次$引物",

" 以确保扩增结果的可靠性% 扩增产物在体积分数为
01

非变性聚丙烯酰胺凝胶上" 稳压
!""

2

" 电泳
%& -./

# 对胶染色" 对聚丙烯酰胺凝胶电泳&

3456

'分离后的目的片段确认拍照%

表
!

引物序列

789:;! 3<.-;< );=>;/?;) @A BC; ,$ DEF! -8<G;<)

引物名称 上游引物&

*#!(#

' 下游引物&

*#!(#

' 序列号

3<.-;< , 74DDD5445D5545D5D55D557557 D5D7DD55D4757DD7D544544D77 HEDIE),!J($($&

3<.-;< ! 47545D77D5D5547D75545 D545D545775455455D55D5574 HEDIE)&!J$+$$&K,

3<.-;< ( 5D4DD5DD54D77D77D74D D547545D77575D75D77 HEDIE)"(J0"+*"L#

3<.-;< $ 47D5D44D54445444545D 5D77D44DD47455D7D455 HEDIE)&$J*0&+&L#

3<.-;< * D4D7D44557D547575547 DD77D77DD4445D445D75 HEDIE)&*J&+0(!L#

3<.-;< 0 4D7544755DD75775445D 755447DDDD7D7D4474DD HEDIE)&0J#$+$&L#

3<.-;< + 5554DD74D45D45DD477 47D4D4D55457455DD47D HEDIE)&(J$+'(&L#

3<.-;< % D54755D47D74DD444455 55D757D45D57DD4774D HEDIE)&#J+&*+&L#

3<.-;< ' 5D754D54544DD4757D44 47D7D55755D474DDD7D7 HEDIE)&(J*$+%&L#

3<.-;< #& 545445D5554554577D4D 45554D4D54D4D75457DD HEDIE)#&J$&#(&L#

3<.-;< ## 545DDD754D457D57D474 447DD775D457D4D5DD74 HEDIE)#&J$#(+&L#

3<.-;< #! 54DD574454DD77DD7D54D77DD7 74547D57447D45D57D75D54 HEDIE)&(J$0#'&L!

3<.-;< #( DD7D77D57545574D74D57 45544D4757DD7DD7D5 HEDIE)&$J(%(!&L#

3<.-;< #$ 54544D4755D7455D755D 4DD475D7DD75D744575DD4 HEDIE)&0J(+0$&L#

"#$

扩增结果的统计及遗传进化关系的分析

以相同迁移位置记作
#

个扩增位点" 记录每对引物在
*

个材料中
3DM

扩增获得的位点总数
!

B

!

*

个材料中扩增获得的位点数
!

9

! 及多态性位点数
!

N

% 在每个引物的相同迁移位点上" 以 (

,

) 或 (

"

)

记录条带信息" 其中 (

,

) 代表有扩增产物" (

"

) 代表无扩增产物" 建立一个数据矩阵% 把距离矩阵输

入
O7;P.B

软件中" 用
OB)Q)

模型构建树状聚类图%

"#%

序列测定!

&'(

检测及
)*+(

验证

将
3456

电泳后的目的条带进行割胶回收" 将其作为第
!

次
3DM

的模板" 将
!

次
3DM

产物割胶回

收再测序" 对所得序列采用软件
RO4S4O

进行比较" 分析单核苷酸多态性&

FO3

'位点% 应用内切酶
"#$

"

分别对引物
,

在
*

个竹种的
3DM

产物回收进行酶切反应% 反应体系及条件为
3DM

产物
0L" #H

" 缓冲

液
,L" #H

" 内切酶
"L* #H

" 双蒸水
!L* #H

" 混匀"

(+ !

水浴
,! C

"

!"L" J

$

GJ

T#琼脂糖电泳检测%

!

结果与分析

!#"

扩增结果

利用新设计的
#$

对引物分别对
*

个竹种进行
3DM

扩增% 结果显示*

#!

对引物可以在至少
(

个材料

中得到特异性
3DM

产物" 其中
+

对引物在
*

个供试材料中均能扩增到产物&表
(

'# 在可扩增出产物的引

物中" 有
#(

对引物&

'!L'1

'在供试材料中表现出多态性" 仅引物
##

在供试材料间没有多态性位点# 对引

物
#

从雷竹+ 毛竹+ 黄秆乌哺鸡竹+ 紫竹+ 绿粉竹中扩增的条带进行测序" 测序片段的长度除绿粉竹是

($+ 9N

" 其余都是
(0( 9N

&图
#

'% 绿粉竹与其他竹种间序列大小间的差异主要是由于该基因内含子长度

不一造成的% 而且毛竹中获得的序列与
CBBNUVV!&!L#!+L#%L!!#V98-9@@V

网站上的序列完全一致% 将所测序

列与水稻序列进行比对" 发现所扩增的序列与水稻序列间的同源性均达到
'!L++1

以上" 且在外显子部

分高度保守" 内含子表现出较大的差异" 表明它们均为水稻的同源目标基因&图
!

'% 对引物
!

从
*

个样

本中扩增出的条带进行测序" 所得片段长度均为
#(! 9N

&图
#

'" 分析发现该段序列不包含内含子% 同

样" 从毛竹中获得的序列与美国生物技术信息中心&

ODWX

'网站上的序列完全一致% 对所获得的序列进

行同源性分析" 发现获得的
$

条序列与水稻中该基因序列间的差异非常小" 彼此之间的同源性均达到

'+L!$1

%

*#&
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若按所用
"#

对
$%&!

引物所在基因编码产物的功能进行分类! 可将它们大致分为
'

类! 分别为蛋

白质修饰" 细胞成分组装" 代谢" 生化过程及其他# 从拷贝数来看! 这些引物所在基因在水稻中均为单

拷贝! 但本研究的结果显示! 在所扩增的样本中同样表现出单拷贝的特性$ 有些引物在某些供试材料所

扩增出的位点有些具多态性! 有些位点不具有多态性$

表
!

不同引物在
"

个供试样本中的扩增结果

()*+, ! -,./+0. 1*0)23,4 *5 6$- 7208 $%&! 9:2;,:. 23 .);9+,. 0,.0,4

引物名称 所在基因的功能或推测功能
!

0

!

*

!

9

6:2;,: " 0,0:)0:2<19,9024,!+2=, 8,+2<)+41;)23!<130)2323> 9:10,23 ? ""@ ?

6:2;,: A .530)B23!AA!+2=, ? ""# ?

6:2;,: ! :2*1.1;)+ -CD +):>, ./*/320 ;,085+0:)3.E,:)., F # ""# !

6:2;,: # $%6G .2>3)+1.1;, <1;9+,B ./*/320 '* # H"! #

6:2;,: ' 8)+1)<24 4,8)+1>,3).,!+2=, 854:1+)., E);2+5 9:10,23 ! H"! !

6:2;,: ? CDI *23423> 41;)23 1E ?!981.981>+/<13)0, 4,854:1>,3)., <130)2323> 9:10,23 @ H"J A

6:2;,: K ,B9:,..,4 9:10,23 L H"L L

6:2;,: L )<5+0:)3.E,:)., A H"A A

6:2;,: G

&(MN6DON&0,@PNOQ&8NR$O8NQ6O8S"!&(M =23).,. 23<+/4, 81;1+1>. 01 .0,:2+, K

!

.0,:2+, "" )34

.0,:2+, AP E:1; 5,).0

! P"A !

6:2;,: "P TI6!C!)<,05+;/:);15+)+)35+!I!>+/0);)0,!A

!

?!42);23192;,+)0, +2>)., K ""? ?

6:2;,: "" UI :,9,)0!<130)2323> 9:10,23 L " " P

6:2;,: "A 9):)E2*:1;23 L ""L L

6:2;,: "! ,B9:,..,4 9:10,23 ? ""' '

6:2;,: "# ,B9:,..,4 9:10,23 " P"" "

#$#

供试材料的聚类分析

利用
"#

对
$%& !

标记引物在这些试验

材料中扩增共得到
'?

个多态位点$ 根据带

型的不同! 计算试验材料间的遗传距离$ 根

据遗传距离! 利用
C(.5. AS"P,

软件! 得到

'

个样本的聚类图%图
!

&! 紫竹与其他
#

个

竹种亲缘关系最远! 毛竹与绿粉竹亲缘关系

最近$ 该结果与形态学分类结果吻合$

#$!

扩增片段单核苷酸多态性!

%&'

"分析

序列比对分析发现! 所扩增的序列存在

丰富的单核苷酸多态性 %

&C6

&位点$ 引物
"

所获序列的编码区 %

A'G *9

&存在
#"

个
&C6

位点! 多态性频率为
" &C6V?S! *9

! 其中转

换型
&C6

占
GPW

! 颠换型
&C6

占
JPW

%图

@

&$ 对引物
J

所编码的氨基酸序列比对分

析! 发现
G

处
&C6

引起氨基酸的变异! 且第

?J

碱基处的
(V$

转换! 导致雷竹氨基酸序列的提前终止' 第
J'J

碱基处的
(V$

转换! 导致毛竹氨基酸序

列的提前终止$ 有些
&C6

位点也会引起酶切位点的变异! 如第
G?

碱基处的
(V$

转换导致毛竹
"#$"

%

RDR$($

&酶切位点的消失%图
#

&$引物
@

所获序列%

J!@ *9

&共存在
K

个
&C6

位点! 多态性频率为
J

&C6VJG *9

! 其中
@

个转换型!

'

个颠换型! 这
K

个
&C6

引起
@

个氨基酸位点的改变%表
#

&$

#$( ')*!*+,'

验证

引物
J

的扩增产物间存在多个
&C6

位点! 为了验证
&C6

的可靠性! 采用限制性内切酶
"#$"

对引物

J

在
'

个竹种的
6$-

产物进行酶切检测! 结果显示( 从毛竹中获得的片段不能被内切酶
"#$"

切开! 的

李兵娟等( 新开发的禾本科通用性分子标记的检测与评估

图
J @

对引物在
'

个竹种的扩增结果

X2>/:, J 6$- 9:14/<0. 1E 9:2;,: J )34 9:2;,: @ 23 08, ' *);*11

.9,<2,. .,9):)0,4 *5 ?W 313!4,3)0/:23> 6DRM >,+

JS

雷竹'

@S

毛竹'

!S

黄秆乌哺鸡竹'

#S

紫竹'

'S

绿粉竹$

箭头所指为回收测序的片断$

'JJ
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图
' (

个供试样本的聚类图

)*+,-. ' / 0.10-2+-34 25 63478.6 936.0 21 :$ !"#!43-;.-6

图
!

引物
:

扩增产物的序列比对

)*+,-. ! <,8=*78. 38*+14.1= 25 =>. "$%&' (')*+' +.1.

!

?@AB@6:!+&(!C%(&

"

310 =>. 6.D,.1E.6 25 =>. ( 934922 67.E*.6 936.0 21 =>. 7-*4.- :

表
!

引物
"

所扩增片段单核甘酸变异

F398. $ G3-*3=*21 25 6*1+8. 1,E8.2=*0.6 *1 =>. 6.+4.1= 25 7-*4.- !

样品名称
单核苷酸变异位点

!C. $%. (#. HI. %(. IC. #&!.

紫竹
J J A A A

!

K

"

J

!

/

"

J

黄杆乌哺鸡竹
/ / J J A

!

K

"

F

!

L

"

F

雷竹
/ / J J A

!

K

"

F

!

L

"

F

毛竹
/ / J J /

!

M

"

F

!

L

"

F

绿粉竹
/ / J J A

!

K

"

F

!

L

"

F

说明# 下划线表示引起氨基酸变异的
LNO

位点$ 括号表示该位点的氨基酸%

(:!
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图
#

用
!"#!

酶切检测结果

$%&'() # *+, -(./'012 .3 -(%4)(" %5 16) 7 8948.. 294-:)2

;92 /%&)21)/ ;%16 ()21(%01%.5 )5<=4) !"#!

李兵娟等! 新开发的禾本科通用性分子标记的检测与评估

确在该酶切位点发生了变异" 其余竹种的扩增产物在该位点均能被切为
>

条带" 且
>

条带大小之和与原

来的条带大小吻合" 电泳检测结果与测序结果一致#图
#

$%

!

讨论

+?@"

标记位点是物种进化上相对保守的位点"

可用于不同的基因组之间比较作图" 构建种间线性遗

传图谱和分析遗传关系% 本研究参照
A%'

等 &

"B

'的方

法" 依据禾本科植物中
$%!"

基因序列设计了
"#

对引

物% 利用这
"#

对引物分别对
7

个竹种进行
*+,

扩增"

结果显示!

""

对引物可以在至少
!

个材料中得到特异

性
*+,

产物" 其中
B

对引物在
7

个供试材料中均能扩

增到产物% 选取
>

对引物的扩增条带进行测序" 相同

引物扩增出的序列均为水稻的同源目的序列% 引物
"

在
7

个样本中获得的序列间存在明显差异" 除内含子

序列差异较大外" 在外显子区域也存在丰富的
@C*

变

异位点% 这些
@C*

位点或者引起氨基酸位点变异" 或

者引起酶切位点变异" 甚至会导致氨基酸序列的提前

终止" 如扩增序列中第
DE

碱基处的差异导致毛竹
!"#

!

(

FGF+H+

$酶切位点) 第
E"

和
"7"

碱基处的
HI+

转

换" 分别导致雷竹与毛竹氨基酸序列的提前终止% 我们还对供试材料进行了聚类分析" 结果与形态学聚

类结果一致" 表明开发的
"#

对
+?@"

引物在在刚竹属植物中具有一定的通用性%

@C*

是可以鉴定种下等级的最为精确的分子标记" 可用于对亲缘关系较近的近缘种及不同基因型的

品种进行遗传多样性分析% 由于
@C*

存在于整个基因组中" 在许多重要基因座或邻近区" 比其他类型

分子标记更能提供更多的特殊性标记" 可以更直接* 快捷地用于分子育种&

"D

'

%

@C*

位点的可靠性一般用

*+,!,$A*

方法验证" 此方法对外形上易混淆种类的鉴定具有准确* 快速* 价廉和重现性好等的优点%

本研究所测的引物
"

和引物
>

的扩增产物存在丰富的
@C*

位点" 这一结果与竹类植物基因间存在丰富

的
@C*

位点相吻合 &

!J"D

'

%

F)(495.

等 &

>K

'通过
*+,!,$A*

方法鉴定出
!

个云杉
&'#("

近缘种间的多态性%

张婷等 &

>"

'采用该方法鉴别了药用植物束花石斛
)(*+,-.'/0 #1,23"*41/0

" 流苏石斛
5(*+,-.'/0 6'0.,'"!

4/0

及其形态相似种) 曹东伟等 &

>>

'用该技术分析了中国樱桃
&,/*/3 73(/+-#(,"3/3

分子亲缘地理学研究%

本研究亦采用
*+,!,$A*

方法对引物
"

所扩增的产物进行了酶切验证" 并鉴定出了毛竹和绿粉竹
>

个相

似种% 由此" 本研究所获得的标记在竹类植物中通用" 并有望开发成
@C*

标记而将不同竹种分开%
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'

"

()* +,-./012

#

+3)45 6780-.

#

+3)45 901-

#

!" #$: ;<=>012 ?.7@ A-1B0B->< C-@A.B012 /-@D<@= 01 ></E<@->< F..BG

C-/C..=

$

H.-A<-<I J-/C7=.0B<-<

%!

K

"

: % &'(" )*+$

#

!&#!

#

!"

$

'

%&

L!M N LOP:

!

M

"

+3)45 6780-.

#

+Q45 (,7180-

#

9* R<S,7: (./ET<8 <U.T7>0.1 01 )@71B01-@0<-<

$

H.-A<-<I J-/C7=.0B<-<

%&

01A.1!

2@7<1A< C<>F<<1 ET-=>0B -1B 17AT<-@ 5JVV* 2<1< E,GT.2<10<=

!

K

"

: ,+$ -.'$ )*+$

#
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#

#$

$

O

%&

MMM " MPM:
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"
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#
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#
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&
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%!

K

"
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!

WW

"

9* _012-0

#

`^4RQZ K

#

J*VVY9* 5

#

!" #$: R<U<T.E/<1> .? ;9& 2<1<= -=710U<@=-TTG -/ET0?0-CT< /-@D<@= ?.@ E,G!

T.2<1<>0A @<A.1=>@7A>0.1= .?AT.=<TG @<T-><B ET-1> =E<A0<=

!

K

"

: ;$#16("63(

#

!&&%

#

'(
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$
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2<1<= 01 H.-A<-<

!
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#

$*

$

O

%&
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!

W%

"
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#
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"
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